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論文内容の要旨
〔目的〕
細胞膜を支える細胞膜裏打ち構造(膜骨格)は，細胞の形態維持だけでなく多彩な細胞膜機能ひい
ては細胞機能の発現と調節に重要な役割を担っている。乙の膜骨格の調節機構を解明するため，比較
的単純な膜系である赤血球膜の主要な膜骨格成蛋白質(スペクトリンーアクチンー 4. 1 蛋白質)相互
作用の Ca2 + カルモデュリン依存性調節を研究した。赤血球の変形能や Ca2 + 依存性の形態変化につい
ては，膜骨格系の Ca2 + 依存性が報告されているが，その機序はこれまで解明されていなかった。
〔方法ならびに成績〕
ヒト赤血球の細胞膜からスベクトリン (Sp) と 4. 1 蛋白質を精製する段階で. 4.1 蛋白質がカルモ
デュリン (CaM) に結合する乙とを見いだし CaM親和性カラム法・蛋白質架橋法・蛍光法でその
動態を明らかにした。 4.1 蛋白質と CaM は 1 : 1 に結合し，その Kd値は 5.5 x lQ-7 Mで Sp 四量体­
CaM 聞の結合 (Kd = 1.2 x 10 0004 M) より強固である。また， 4.1 蛋白質 -CaM の結合は Ca2+ 非依
存性で. 500mM以上のイオン強度でようやく解離する。 Ca2+ および~Trifluoperazine同時存在下では
両者の結合が阻害された。
キムトリプシン限定分解による domin mapping では， 4.1 蛋白質 (80 kDa) の N末端側の30 kDa 
部分に CaM結合部位が存在する乙とを明らかにし，また各種条件下での分解状態の変化や，架橋複
合体の電気易動度変化から， Ca2+の有無により 4. 1 蛋白質一CaM複合体の構造変化が生じることが推
察された。
-321-
蛋白質結合実験と粘度測定により，蛋白質問の相互作用を観察した。 4. 1 蛋白質はアクチンと Sp の
結合を強化し粘度上昇を促進させる乙とが知られているが，それだけでは Ca2+感受性はなく， CaM 
の存在下で初めて Ca2+依存性を示した。すなわち，アクチン /Sp/4.1 蛋白質 /C品在複合体の粘度は，
10~M以上の Ca2+濃度で低下した。しかし，乙の粘度変化にもかかわらず，アクチン /Sp /4.1蛋白質
/CaMの結合割合は変化しなかった。乙の実験系では，個々の蛋白質の濃度比およびCa2+値は，赤血
球膜内の生理的状態にほぼ一致している。
〔総括〕
以上の実験結果から，赤血球細胞膜骨格の Ca2+依存性調節機構は次のようなものと考える。 4.1 蛋
白質はスペクトリンのアクチン結合能およびアクチン架橋能を強化するが，これだけでは Ca2+感受性
を発揮するようになるo 乙の Ca2 + 感受性は 4.1 蛋白質 -CaM複合体の結合・解離によるものではな
く，同複合体の構造変化により，スペクトリンのアクチン結合能を変化させずに，その架橋能のみを
変化させる乙とによる。
今回の結果は赤血球膜骨格の Ca2+依存性制御に関するものであるが，非赤血球細胞においても Sp
/4.1 近縁蛋白質やCaMの存在はすで、に確認されており，より広汎な膜骨格系Ca2+ 制御機構の基本
となるものと考えられる。
論文審査の結果の要旨
細胞膜裏打ち構造は，細胞形態を維持するとともに，細胞機能調節に重要な役割を担っている。本
研究は，赤血球裏打ち構構を構成する主要蛋白質(スペクトリン・アクチン・ 4.1 蛋白質)間相互作
用の Ca2+依存性調節機構を解明したものである。
4.1 蛋白質はスペクトリンのアクチン結合および架橋を強化するが， 4.1 蛋白質にカルモデ、ュリン
が結合して Ca2+ 感受性を発揮するようになるo 高 Ca2+濃度で、は 4. 1 蛋白質ーCaM 複合体の構造が変
化し，アクチン結合能は変化させずに，その架橋増強のみを抑制する。さらに，非赤血球細胞の膜打
ち構造においても，同様の Ca2+依存性調節機序の存在を見いだした。
赤血球膜裏打ち構造は比較的単純であるが高度に機能分化したものであり，乙の調節機構の解明は，
一般細胞での細胞膜を介した細胞現象の研究において，膜骨格からのアプローチに有力な根拠を与え
るものであり，学位に値する考えられる。
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